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論文内容要旨
                研究目的
 血管新生 (angiOgenesis) は胎生期に認められる脈管形成 (vasculogenesis) とは区別され,
 既存の血管から新しい血管が構築される現象である。 生理的な血管新生は胎生期での器官形成や
 創傷治癒, 性周期に伴う子宮内膜の増殖などで観察されている。 糖尿病性網膜症, 関節リュウマ
 チ, 粥状動脈硬化, 固形腫瘍の増殖, 浸潤, 転移などで病的な血管新生が, 病態の進展に密接に
 関わっている。 そのため血管新生の制御がこれら疾患の治療にとって大切と考え られてきている。
 血管新生因子であるbFGF, VEGF, EGFなどの刺激が血管内皮細胞に加わると, これらの細
 胞で転写因子 Ets-1 の発現が亢進することが報告されている。 Ets-1 はMMP-1, MMP-3, MMP-
 9, in七egrinβ3など血管新生において重要な働きを している遺伝子の発現を促進する事で, 血管
 新生を調節 していると考えられている。 本研究ではこの転写因子 Ets-1 の機能を抑制することで,
 血管新生を制御する事を試みた。
               研究方法及び結果
 転写因子 Ets4 は 85 個のアミノ酸からなる Ets ドメイ ンによって標的遺伝子のシス領域に存
 在する ETS 結合モチーフ (GGAA/T) に結合 し, 転写を調節 している。 この ETS ドメイ ンのみ
 を持ち, 他の転写活性領域や結合抑制領域を持たないTransdominant mutant ets-1 (TMets-1)
 の cDNA を PCR 法によって作製した。 まず TMEts-1 が Ets 結合モチーフに競合的に結合する
 事を, electrophoretic mobility shift assay (EMSA) で確認し, 標的遺伝子の転写を抑制す
 ることを, MMP-1 プロモーターを用いたCAT assay で確認した。 これらの結果, TMEts-1 は
 Ets-1 に対 して ドミナントネガテイ ブに作用することが確認できた。
 マウスの血管内皮細胞株である MSS31 に TMEts-1 を導入 し, G418 で選択する事で TMEts-1
 の安定発現株を樹立 した。 これらの細胞株が内因性の Ets-1 の DNA との結合を抑制することを
 EMSA で検討した。 また TMEts-1 には hemagglutinin (HA) が標識として付加されているの
 で, 抗HA 抗体を用いた細胞免疫染色法で TMEts-1 の発現を検討した。 その結果, 内因性の
 Ets-1 の DNA 結合能を抑制している株が3っ得られた (TM-6, TM-7, TM-8)。 TM-6, TM-7,
 TM-8 の血管新生能について mock 導入株と比較検討する事にした。 タイ プ1コラーゲンゲル内
 での管腔様構造の形成は TMEts-1 導入株で著明に低下していた。 血管新生には内皮細胞の増殖,
 遊走, マトリックスの消化と問質への浸潤が必要である。 そこでこれらの特性のうちいずれが低
 下しているかをさ らに検討した。 内皮細胞の増殖能にっ いては BrdU の取り込みによる DNA 合
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 成能で評価した。 TME七s-1 導入株では DNA 合成能が著明に抑制されていた。 また bFGF によ
 る刺激に対する反応も僅かであった。 遊走能に関 しては confluent になった細胞をカミソリで鋭
 利に剥離 したとき, その剥離端か ら遊走する細胞の数で評価 した。 遊走能は TMEts-1 導入株で
 著明に抑制され, bFGF に対する反応も抑制されていた。 浸潤能に関しては血管基底膜の主成分
 であるマトリジェ ルがコー トされたイ ンベージョ ンチャ ンバーを用いて検討した。 膜を通過 して
 きた細胞数を計測 したところ, TMEts-1 導入株で著明に減少していた。 このように TME七s-1 は
 内皮細胞の増殖能, 遊走能, 浸潤能を阻害して血管新生を制御する事が確認された。
 マウス個体で血管新生を抑制しうるかを検討するために, TME七s-1 を組み込んだ非増殖型ア
 デノ ウイ ルスベクターを作製 した (AdTMets-1)。 TMEts-1 の発現と機能にっ いては前述の様に
 EMSA を行い, 血管新生抑制作用の確認のため, タイプ1コラーゲンゲル内での管腔形成能に
 ついて検討した。 その結果 moi 300 で内因性の Ets の DNA 結合能を完全に抑制 し, 同様に moi
 300 で bFGF に対する管腔形成能が抑制された。 bFGF を含むマトリジェ ルをマウスの皮下に注
 入すると, 新生血管がゲル内に浸潤 してくることが知られている。 ウイ ルスを 3× 109pfu 含ん
 だマトリゲルをマウスの皮下に注入 し, 5日後に屠殺 し, ゲル内に浸潤 してきた内皮細胞の面積
 の総和を視野に対する比で計算した。 その結果, TMEts-1 をアデノ ウイルスを用いて発現させ
 ることで, マウス個体において血管新生を抑制する事が示された。
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 審査結果の要旨
 生理的な血管新生は胎生期での器官形成や創傷治癒, 性周期に伴う子宮内膜の増殖など, ごく
 限られた部位でしか生 じておらず, 血管内皮はほとんどの場合静止状態にあるといわれている。
 しかし糖尿病性網膜症, 関節リュウマチ, 粥状動脈硬化, 固形腫瘍の増殖, 浸潤, 転移などでは
 病的な血管新生が盛んに生 じており, 病的な血管新生をいかに して抑制するかということが臨床
 の立場からも, これら疾患の治療の手段として, 望まれている。 本研究はこう した臨床上の問題
 点を意識 し, 分子生物学的, 及び遺伝子導入法によって血管新生を抑制しようとした基礎研究で
 ある。
 血管新生の刺激が血管内皮細胞に加わったとき, その分子生物学的なメカニズムは未だ明らか
 になってはいない。 漁管新生の場では内皮細胞が血管基底膜を消化 し, 間質へ遊走浸潤し, 再び
 管腔構造をとることが必要であ る。 ゆえ に血管基底膜や間質の消化に重要なマ トリクスメ タロプ
 ロテアーゼや uPA の働きが血管新生の場で重要といえる。 これらのプロテアーゼの遺伝子の転
 写を正に調節している転写因子 Ets-1 は bFGF, VEGF, EGF など多数の増殖因子が内皮細胞
 に作用すると, 発現が亢進 し, MMP-1, MMP-3, MMP-9, integrinβ3 など多数の血管新生に
 重要な分子の発現を亢進させる。 血管新生の分子メカニズムにおいて, 共通のパスウェイである
 可能性があるので, Ets-1 の機能を抑制する事で血管新生を制御しうることが期待できる。
 本研究では, 転写因子 Ets-1 の DNA 結合領域のみを持ち, 転写活性化領域を持たない
 Transdominant mutant ets-1 (TMets-1) を独自に作製している。 TMEts-1 は転写因子 Ets-1
 とDNA との結合を競合的に抑制し, 標的遺伝子の転写を抑制する事を確認している。 この
 TMets-1 の遺伝子を血管内皮細胞に導入する事で転写因子 Ets-1 の機能を抑制 し, 血管新生を制
 御しう ることを明らに している。 さらに血管新生の どのステップを抑制 しているかという検討で
 は内皮細胞の増殖, 遊走, 浸潤の各ステップを抑制することで, 血管新生を抑制していることが
 明らかとなった。 TMEts-1 が内皮細胞の増殖を抑制する事より, Ets family 転写因子を広範に
 抑制する可能性 も考え られた。
 TMEts-1 遺伝子をアデノウイルスベクターに組み込み, 高効率の遺伝子導入を可能とし, マ
 ウス個体における in vivo の血管新生を制御 しうることが示された。
 以上の成果は Ets-1 が血管新生制御のための分子標的となりうることを示唆し, 治療への応用
 を示す点で意義深く独創的である。 よって学位に価する。
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